Design, Synthesis and Antitumor Activity of Novel Flavone Containing Piperazine by 郑满意
学校编码：10384                                      分类号   密级_   
学号：32320141153414                                          UDC_ 
 
 
 
 
 
 
 
硕  士  学  位  论  文 
   
 
新型含哌嗪环类黄酮化合物的设计、合成
及抗肿瘤活性研究 
Design, Synthesis and Antitumor Activity of Novel Flavone 
Containing Piperazine 
 
郑满意 
 
指导教师姓名：李福男副教授  
专   业   名  称：药物化学  
论文提交日期：2017年  5  月 
论文答辩时间：2017年   5 月 
学位授予日期：    
  
答辩委员会主席：________       
 
评        阅        人：________ 
2017 年  5  月
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦门大学学位论文原创性声明 
 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。
本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在
文中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学
术活动规范(试行)》。 
另外，该学位论文为(       李福男老师        )课题(组)的研究成果，
获得(   李福男老师   )课题(组)经费或实验室的资助，在(  药学院
222   )实验室完成。(请以上括号内填写课题或课题组负责人或实验
室名称，未有此项声明内容的，可以不作特别声明。) 
 
声明人(签名)： 
  
                            年      月     日 
 
 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
厦门大学学位论文著作权使用声明 
 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办
法》等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送
交学位论文(包括纸质版和电子版)，允许学位论文进入厦门大学图
书馆及其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入
全国博士、硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的
标题和摘要汇编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位
论文。 
本学位论文属于： 
(  √  )1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，于     
年      月      日解密，解密后适用上述授权。 
(          )2.不保密，适用上述授权。 
(请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应
是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密
委员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默
认为公开学位论文，均适用上述授权。) 
 
                                                     声明人(签名)： 
 
年       月      日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
 
目录 
摘要 ...................................................................................................... I 
Abstract .............................................................................................. II 
缩略语简表 ........................................................................................ IV 
第一章 绪论 ......................................................................................... 1 
1.1前言 ...................................................................................................................... 1 
1.2类黄酮化合物的抗肿瘤活性研究进展 .............................................................. 2 
1.2.1类黄酮类化合物的定义和分类 ................................................................... 2 
1.2.2类黄酮化合物抗肿瘤活性研究进展 ........................................................... 3 
1.2.3异黄酮类化合物的抗肿瘤活性研究 ........................................................... 6 
1.3以 HIF-1为靶点抗肿瘤活性研究...................................................................... 8 
1.3.1缺氧诱导因子 1简介 .................................................................................... 8 
1.3.2 HIF-1与肿瘤相关的研究 ........................................................................... 10 
1.4本文工作 ............................................................................................................ 14 
1.4.1立题依据 ..................................................................................................... 14 
1.4.2 研究内容 ..................................................................................................... 16 
第二章 含哌嗪环的类黄酮化合物设计与合成 ................................... 17 
2.1 含哌嗪环的类黄酮化合物设计 ........................................................................ 17 
2.2含哌嗪环的类黄酮化合物合成 ........................................................................ 18 
2.2.1 实验仪器和试剂 ......................................................................................... 18 
2.2.2 实验步骤 ..................................................................................................... 18 
2.2.3  实验结果 .................................................................................................... 26 
第三章 抗肿瘤活性实验 ..................................................................... 40 
3.1 实验仪器和试剂 ................................................................................................ 40 
3.1.1实验仪器 ..................................................................................................... 40 
3.1.2实验试剂 ..................................................................................................... 40 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
 
3.1.3抗体 ............................................................................................................. 41 
3.1.4 qRT-PCR引物 ............................................................................................ 41 
3.2 细胞系与细胞培养 ............................................................................................ 42 
3.3 实验方法 ............................................................................................................ 42 
3.3.1 体外抗肿瘤活性的评估 ............................................................................. 42 
3.3.2 细胞增殖试验 ............................................................................................. 43 
3.3.3蛋白提取和 western blot检测 .................................................................... 43 
3.3.4定量逆转录聚合酶链反应（qRT-PCR） ................................................. 45 
3.4 实验结果与讨论 ................................................................................................ 47 
3.4.1细胞毒活性评估的结果与讨论 ................................................................. 47 
3.4.2 Western Blot实验评估的结果与讨论 ....................................................... 56 
第四章 总结与展望 ............................................................................ 58 
4.1 总结 .................................................................................................................... 58 
4.2 展望 .................................................................................................................... 58 
参考文献 ............................................................................................ 60 
硕士期间发表论文..................................................................................63 
附录 .................................................................................................... 65 
致谢 .................................................................................................... 69 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Contents 
 
Contents 
Abstract in Chinese ........................................................................... I 
Abstract ............................................................................................. II 
List of Abbreviation ........................................................................ IV 
Chapter 1 Review .............................................................................. 1 
1.1 Introduction ........................................................................................................ 1 
1.2 Advances in Antitumor Activity of Flavonoid Compounds ........................... 2 
1.2.1 Definition and classification of flavonoids .................................................... 2 
1.2.2 Advances in Antitumor Activity of Flavonoid Compounds .......................... 3 
1.2.3 Antitumor activity of isoflavone compound.................................................. 6 
1.3 Study on Anti - tumor Activity of HIF-1 as Target ......................................... 8 
1.3.1 Introduction to hypoxia - inducible factor-1 .................................................. 8 
1.3.2 The relationship between HIF-1 and tumor ................................................. 10 
1.4 The Basis of Topics and The Main Contents ................................................. 14 
1.4.1 The Basis of Topics ..................................................................................... 14 
1.4.2 The Main Contents ...................................................................................... 16 
Chapter 2 Design and Synthesis of Novel Flavone Containing 
Piperazine ......................................................................................... 17 
2.1 Design of flavonoid compounds containing piperazine ring ........................ 17 
2.2 Synthesis of flavonoid compounds containing piperazine ring .................... 18 
2.2.1 Reagent and Instruments ............................................................................. 18 
2.2.2 Experimental Procedures ............................................................................. 18 
2.2.3 Experimental Results ................................................................................... 26 
Chapter 3 Evaluation of Anti-tumor ............................................. 40 
3.1 Reagents and Instruments ............................................................................... 40 
3.1.1 Instruments .................................................................................................. 40 
3.1.2 Reagents....................................................................................................... 40 
3.1.3 Antibody ...................................................................................................... 41 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Contents 
 
3.1.4 Qrt-PCR primer ........................................................................................... 41 
3.2 Cell lines and cell culture ................................................................................. 42 
3.3 Methods ............................................................................................................. 42 
3.3.1 MTT Assay .................................................................................................. 42 
3.3.2 Cell proliferation test ................................................................................... 43 
3.3.3 Western Blot ................................................................................................ 43 
3.3.4 Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction ..................... 45 
3.4 Results and Discussions ................................................................................... 47 
3.4.1 MTT Assay .................................................................................................. 47 
3.4.2 Signaling Pathway ....................................................................................... 56 
Chapter 4 Conclusion and Pospect ................................................ 58 
4.1 Conclusion ......................................................................................................... 58 
4.2 Prospect ............................................................................................................. 58 
References ........................................................................................ 60 
Publication ............................................................................................................. 63 
Appendix .......................................................................................... 65 
Acknowledgements ............................................................................................ 69 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要 
I 
摘要 
HIF是细胞适应低氧环境和促进新生血管生成的代表性转录活性因子，HIF
已成为肿瘤治疗的新靶点。HIF-1α与肿瘤增殖、侵袭转移和血管发生等诸多环
节都有关系，它的过度表达与恶性肿瘤的不良预后有密切的关系。 
近些年，类黄酮化合物抗肿瘤活性与HIF-1的关系正逐渐被揭露，但关于两
者的相关研究还是较少。深入研究类黄酮化合物和HIF-1在抗肿瘤活性中的关系，
可以为研发新型抗肿瘤化合物提供新的思路。本文以天然产物黄芩素和金雀异
黄酮作为先导化合物，通过生物电子等排体理论、药代动力学等药物分子设计
理论，设计合成了两个系列共41个新型含哌嗪环类黄酮化合物。其合成的所有
化合物通过核磁共振氢谱、核磁共振碳谱和质谱等方法进行了结构确证。为了
改善药物的脂水分配系数，本课题在结构改造中引入了哌嗪环。 
通过对肝癌细胞 HepG2 增殖活性抑制的初步筛选，我们发现其中一些衍生
物呈现良好的抑制肿瘤细胞生长活性的作用，例如化合物 ZMY-15 和 ZMY-23，
其 IC50 值分别为 3.38 μM和 4.46 μM。其中 ZMY-15对 HepG2细胞显示出良好
的抑制活性。我们发现，ZMY-15 能够明显抑制 HIF-1α 蛋白水平的表达，抑制
HepG2细胞 HIF-1α靶基因 EPO及 VEGF mRNA水平的表达从而促进肿瘤细胞
的凋亡，抑制其恶性增殖。本研究结果表明含哌嗪环的类黄酮化合物 ZMY-15
通过抑制缺氧诱导因子 HIF-1α 及其下游靶基因 EPO 及 VEGF mRNA 水平的表
达促进肿瘤细胞的凋亡产生抗肿瘤增殖活性。 
综上，本文以天然化合物黄芩素和金雀异黄酮为先导化合物，经结构优化
获得的新化合物 ZMY-15，为抗肿瘤靶向药物设计提供了重要的研究基础。此
类化合物有应用前景，深入的抗肿瘤机制正在进行中。 
关键词：HepG2， HIF，类黄酮 
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Abstract 
II 
Abstract 
Hypoxia microenvironment is common exist in tumor cells, HIF-1α plays a key 
role in the process that tumor cells adapt to hypoxia environment, if the drug can 
inhibit the activity of HIF-1α, that also can inhibited the tumor cells to adapt to 
hypoxia Environment, and then can inhibit the growth of the tumor cells. HIF-1α is 
also involved in the occurrence of tumor cells, progression and metastasis. Therefore, 
more and more scientific researchers regard HIF-1α as a target to develop a series of 
HIF-1α inhibitors, in order to achieve the role of anti-tumor. 
In recent years, the relationship between the anti-tumor activity of the flavonoid 
compounds and HIF-1 is gradually being revealed, but the related research is still less. 
The further research of the relationship between flavonoids and HIF-1 in anti-tumor 
activity can provide new ideas for the development of new antitumor compounds.In 
this paper, we use the natural products of baicalein and genistein as the lead 
compound, through the bio-electronic isotope theory, pharmacokinetics and other 
drug molecular design theory, design and synthesiz two series of 41 new piperazine 
ring containing flavonoid compounds . All of the synthetic chemicals were confirmed 
by nuclear magnetic resonance spectroscopy, nuclear magnetic resonance 
spectroscopy and mass spectrometry. In order to improve the lipid partition 
coefficient of the drug, a piperazine ring was add to the structural modification. 
Through the preliminary screening of the inhibition of proliferation activity of 
HepG2 cells, we found that some of these derivatives showed a good inhibitory effect 
on growth activity of tumor cell. For example, compounds ZMY-15 and ZMY-23 ，
the IC50 were 3.38 μM and 4.46 μM, respectively. Wherein ZMY-15 shows good 
inhibitory activity against HepG2 cells. We found that ZMY-15 significantly 
inhibited the expression of HIF-1α protein and inhibited the expression of HIF-1α 
target gene EPO and VEGF mRNA in HepG2 cells, thus promoting the apoptosis of 
tumor cells and inhibiting its malignant proliferation. The results show that the 
flavonoid compound ZMY-15, which contains piperazine ring, promotes the 
apoptosis of tumor cells by inhibiting the expression of hypoxia-inducible factor HIF-
1α and its downstream target gene EPO and VEGF mRNA. 
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III 
In this paper, the new compound ZMY-15, which is a structural compound 
optimized by using the natural compound baicalein and genistein as the lead 
compound, provides an important research basis for the design of anti-tumor targeting 
drug. Those compounds have application prospects, and the further research about the 
anti-tumor mechanism is in progress. 
Key words： HepG2, HIF, flavonoids 
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缩略语简表 
SAR Structure activity relationships 构效关系 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 血管内皮生长因子 
AMPK 
Adenosine Mono-hosphate Activated 
Protein Kinase 
腺苷酸活化蛋白激酶 
EGF Epidermal Growth Factor 内皮生长因子 
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor 内皮生长因子受体 
HIF Hypoxia Inducible Factor 缺氧诱导因子 
TAD Transactivation Domain 反式激活区 
ODDD Oxygen-Dependent-Degradation Domain 氧依赖性降解结构 
pVHL Von Hippel Lindau protein 希佩尔林道病肿瘤抑制蛋白 
PI3K Phosphatudylinositol 3-Kinase 磷脂酰肌醇-3激酶 
sGC Soluble guanylate cyclase 可溶性鸟甘酸环化酶 
PHD Prolyl Hydroxylases Domain-containing  
Protein 
脯氨酸氢化酶 
AKT Protein kinase B 蛋白激酶 B 
HDAC Histone deacetylase 组蛋白脱乙酰基酶 
DMF N,N-Dimethylformamide 氮氮二甲基甲酰胺 
ERK Extracellular Signal-Regulated Kinase 细胞外信号调节激酶 
MTT 
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
3-(4, 5-二甲基噻唑-2)-2，5-二苯基四氮唑溴盐 
PBS Phosphate Buffer Solution 磷酸盐缓冲液 
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1 
第一章 绪论 
1.1前言 
肿瘤严重威胁着人类的健康，在所有疾病中，人类因恶性肿瘤导致的死亡
率排在第二位，仅次于心脑血管疾病，因此它的治疗也一直是全球科学家研究
的重点。目前来说，针对恶性肿瘤的治疗，主要有三类：肿瘤化疗，外科手术
以及放射治疗。化学药物在治疗肿瘤过程中发挥着重要作用。目前对于早期局
部癌症来说，放射治疗和手术治疗依然是最有效的治疗手段。抗肿瘤药物治疗
又称为化学治疗，它与手术治疗和放射治疗的区别在于它对转移性的癌细胞同
样有杀伤作用。近几十年来，随着全球科学家的不懈努力，化学治疗已取得很
大进步，已从单一的化学治疗发展为联合化疗或者综合治疗，肿瘤的化疗也逐
渐显示从姑息性治疗向根治性治疗进展。化学治疗也从传统的细胞毒性向有针
对机制多环节的作用过渡。 
 虽然近些年来随着分子肿瘤学、细胞生物学等的发展，使人们认识到肿瘤
的本质，也使一些化疗药物取得相当好的疗效，但目前临床上使用较多的化疗
药物仍存在毒副作用大、对实体瘤疗效低、容易产生耐药性等缺点，因此，如
何寻找到一种疗效高、副作用小、并能对抗耐药性的新型抗肿瘤药物一直是困
扰药物研究者的一大问题。全球科学家一直进行新药研发，尝试着寻找疗效好，
副作用低的抗肿瘤药物。  
新药研发的过程一般有多种途径，但总的来说可大致分为两个阶段：一是
先导化合物（lead compound）的发现过程，二是先导化合物的优化过程，两者
并非独立的两个阶段，而是相互联系相辅相成的研究过程。先导化合物有时作
为新药研发过程的起点，先导化合物可能不是优良的药物，有可能药效不强，
或者药代动力学性质不够好，或者是特异性不强等，但可将先导化合物的结构
进行改变或者对它的理化性质进行修饰等，将先导化合物变为我们需要的药物，
这一过程称也就是先导化合物的优化过程。先导化合物的发现和先导化合物的
优化这两个过程对于新药研发都是至关重要的。 
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人们越来越感兴趣的是，植物中发现的天然化合物可用作各种癌症的化学
预防剂或化疗剂[1,2]。如今，天然植物化学物质已成为抗癌药物的重要组成部分。
实际上，1981年至2007年间批准的超过75％的非生物抗癌药物是天然产物或基
于它们开发的化学药物[3]。 
1.2类黄酮化合物的抗肿瘤活性研究进展 
类黄酮属于多酚次级代谢产物，具有广谱药理活性和广泛的生物效应，最
突出的活性是它们具有抗癌的潜在作用。近年来，在卵巢癌，乳腺癌，宫颈癌，
胰腺癌和前列腺癌的治疗中研究了黄酮类化合物及其合成类似物，在一定程度
上，黄酮的化学结构将影响其抗癌活性。因此，近年来基于黄酮骨架的新型化
合物的抗肿瘤活性越来越受到广泛关注。 
1.2.1类黄酮类化合物的定义和分类 
广义的类黄酮类化合物是指具有 15个碳原子以上，基本骨架为 C6-C3-C6的
结构，两个芳香环（A 环与 B 环）通过中央三碳（C 环）连接而成的多元酚类
化合物。 
根据中央三碳（C环）的氧化程度以及B环连接位置（2-或3-位）等特点，
可将常见的黄酮类化合物大致分为以下几类：黄酮醇（flavonol）、黄烷醇类
(flavanol）、花色素类（anthocyanidins）、黄酮类（flavones）、二氢黄酮类
（flavonones）、查尔酮（chalcones）等[4-6]，如图1.1所示。 
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图 1.1 常见的天然黄酮类化合物分类 
 
1.2.2类黄酮化合物抗肿瘤活性研究进展 
体外研究证明类黄酮对肿瘤细胞的直接和间接作用，并且已经发现多种抗
癌作用机制，例如抑制细胞生长和激酶活性，诱导细胞凋亡，抑制基质蛋白酶
的分泌和肿瘤的侵袭行为。此外，还有一些研究报道了类黄酮化合物能够减少
体内血管生成。实验动物研究表明某些类黄酮化合物具有抗肿瘤活性。黄酮和
黄酮醇（如木犀草素和槲皮素）的 B 环的羟基化模式似乎严重影响它们的活性，
特别是抑制蛋白激酶活性和抗增殖。基于植物黄酮的潜在抗癌作用的不同机制
等待进一步阐明。靶向细胞表面信号转导酶（例如蛋白酪氨酸和粘着斑激酶）
和血管生成过程的某些天然黄酮醇和黄酮作为抗癌剂似乎是有希望的候选物。
对这些生物活性成分需要进进一步体内研究，以开发基于类黄酮的抗癌策略。 
1.2.2.1天然类黄酮化合物对癌症发展的影响 
天然黄酮类化合物的记载的生物效应包括抗炎、抗过敏、抗微生物、抗病
毒、抗血栓形成、强化毛细血管、抗糖尿病和抗肿瘤作用等，还能起到、心脏
保护的保护作用[7-15]。这些天然黄酮类抗氧化剂发挥显著的免疫调节活性，显
示出严重影响宿主细胞炎症反应、免疫功能和细胞表面信号转导的倾向[16]，其
在疾病状态中表现为过敏反应、炎症性疾病、病毒感染、肿瘤发展和血管功能
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障碍等。亚洲人比西方人得结肠癌、前列腺癌和乳腺癌的风险要低得多，因为
亚洲人通常比西方人消耗更多的蔬菜、水果和茶，而这些都富含黄酮类化合物，
这就有了一个有趣问题，即类黄酮成分是否能通过充当天然化学预防剂和化疗
剂调来起到保护作用。某些植物富含的化合物，例如异黄酮类、黄酮类和木酚
素化合物等，在乳腺癌和前列腺癌发病率低的群体中作为潜在的抗癌化合物受
到特别关注[17]。虽然这些天然黄酮类潜在的化学预防和化学治疗作用机制等待
进一步阐明，但一些多样的药理和细胞的影响表现出类黄酮类化合物可能有这
些潜在的影响。植物类黄酮具有修饰或调节细胞表面信号转导，免疫功能，细
胞转化，肿瘤生长和转移等活性的倾向。特别的是，它们显著调节细胞蛋白酪
氨酸激酶活性可能对癌症保护具有显着影响。由于类黄酮显示大量的细胞效应，
有几种机制可能解释它们潜在的抗癌作用[18,19]。 
几种天然类黄酮化合物不仅可以抑制肿瘤细胞的生长[20]，而且还能诱导细
胞分化[21]。之前的研究报告表明，某些天然黄酮类化合物在体内也表现出有效
的抗肿瘤活性[22]。黄酮类化合物对恶性细胞生长的抑制作用可能是它们干扰参
与调节细胞增殖和凋亡的蛋白激酶活性的结果[23]。此外，类黄酮化合物对细胞
周期[24]和细胞凋亡[25]的调节作用被认为是可以介导其抗增殖活性的一些因素。
此外，类黄酮的可能的抗转移性质，例如MMP的分泌的抑制和上皮细胞迁移的
调节，也可能与抗癌作用相关[26]。由于类黄酮和癌症之间的流行病学数据有限，
我们还没有完全了解天然类黄酮化合物和癌症的发病率之间的关联。 
类黄酮化合物可以抑制蛋白激酶活性。类黄酮在体外和体内影响宿主哺乳
动物酶系统的活性。在类黄酮调节的酶中，蛋白激酶已经吸引了广泛的研究和
丰富的数据积累。我们都知道，类黄酮化合物对恶性细胞生长的抑制作用可能
是它们干扰参与调节细胞增殖的蛋白激酶活性的结果[18,27-29]。在过去二十年中，
一系列研究已经评估了不同类黄酮化合物对各种丝氨酸/苏氨酸和酪氨酸激酶的
抑制能力。在细胞水平，来自不同类黄酮化合物表现出对蛋白激酶活性的抑制
作用[18]。 
芹菜素（4,5,7-三羟基黄酮）是天然存在的黄酮类化合物的一种，在自然界
中主要存在于水果和蔬菜中，具有抗炎、自由基清除和抗致癌作用[30]。作为潜
在的抗癌剂，芹菜素能够抑制癌细胞的细胞生长和诱导凋亡而不影响正常细胞
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[31]。此外，当芹菜素与其它治疗药物如多柔比星和紫杉醇联合使用时，还可以
提高药物治疗癌症的效果。 
汉黄芩素、汉黄芩苷、黄芩苷和黄芩苷元是在中国传统中药黄芩中发现的
四种主要黄酮类化合物 [33,34]。黄芩中含有的黄酮类化合物针对许多人类癌细胞
（例如肝癌）的细胞具有抑制作用和细胞毒活性，它们对正常上皮和外周血和
骨髓细胞没有毒性[32]。黄芩素和黄芩苷联合使用可以表现出协同效应，并显着
提高其抗肿瘤活性。由小檗碱和黄芩苷组成的新的安全的天然药物具有抑制致
癌和致突变作用，降低酪氨酸激酶和减少癌细胞DNA、RNA和蛋白质合成的功
能。 
1.2.2.2合成的黄酮化合物的抗肿瘤活性研究 
近年来，对用于治疗用途的黄酮类似物的设计、合成和生物学评价越来越
受到广泛关注。据报道，已经合成的7-羧基-黄酮衍生物和8-异戊二烯基-黄酮化
合物，显示出有效的抗炎性质。黄酮-8-乙酸由Atassi等[35]人合成，它在鼠模型
中显示出极好的临床前抗肿瘤活性，但在早期临床试验中证明对人类活性较差。
之后，许多研究人员试图开发活性更好的FAA类似物图1.2 (2)。Valenti等人合
成了FAA的一些刚性类似物，如图1.2显示。生物学评价的结果表明，对于卵巢
细胞，所有化合物对结肠细胞表现出更强的活性。在这些化合物中，2d可以显
着增加巨噬细胞溶解活性[36]。 
 
 
 
图1.2 黄酮-8-乙酸(1)和FAA的结构类似物(2) 
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